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基础 研究 


肿瘤 相关 成 纤维 细胞 对 胆囊 交 细 有 生长 和 侵 黎 的 影响 
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摘要 :目的 研究 人 胆 圳 交 相 关 成 纤维 细胞 (CAFs) 的 培养 方法 及 其 对 胆 吉 瘤 细胞 生物 学 行为 的 影响 PT CAPs ZEAE AE 


发 展 中 的 作用 。 方 法 采用 酶 消化 法 及 组 织 块 法 进行 人 胆 填 癌 CAFs 的 原 代 培 养 ,采用 差 速 贴 壁 法 进行 纯化 ,免疫 细胞 化 学 及 细 
胞 免疫 英 光 进行 鉴定 ; 唆 唑 蓝 (MTT) 法 检测 CAFs 对 胆 守 癌 细胞 增殖 能 力 的 影响 ,Transwell 小 室 法 检测 CAFs 对 瘤 细胞 侵 秦 能 
力 的 影响 。 结 果 酶 消化 法 及 组 织 块 法 均 可 获得 人 胆 寺 癌 CAFs, 以 酶 消化 法 更 为 简便 、 高 效 ;MTT 及 Transwell 侵 袭 实 验证 实 
CAFs 可 促进 胆 寺 癌 细 胞 的 增殖 .侵袭 能 力 (P<0.05) ,差距 具有 统计 学 意义 。 结 论 通过 酶 消化 法 可 较为 简便 地 获得 人 胆 宫 瘤 
CAFs,CAFs 可 显著 增强 胆 午 癌 细胞 增殖 侵袭 能 力 ,表明 其 在 胆 里 癌 发 生 、 发 展 中 起 重要 作用 。 
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Effect of cancer-associated fibroblasts on proliferation and invasion of gallbladder 


carcinoma cells 


CHEN Chen, SHEN Haoxin, TAO Jie, SONG Huwei, MA Li, WANG Lin, GENG Zhimin 
Department of Hepatobiliary Surgery, First Affiliated Hospital of Xi'an Jiaotong University, Xi'an 710061, China 


Abstract: Objective To investigate the effect of cancer-associated fibroblasts (CAFs) on the growth and invasion of gallbladder 
cancer cells. Methods The CAFs were isolated from human primary gallbladder carcinoma tissues by tissue culture and 
digestion methods. The cells were purified by differential adhesion method, and the primary cells were identified 
morphologically and immunocytochemically. The proliferation and invasion of two human gallbladder carcinoma cell lines 
(SBC-996 and GBC-SD) co-cultured with CAFs were detected by MTT and Transwell chamber assays. Results Gallbladder 
carcinoma CAFs were isolated successfully by both tissue culture and enzyme digestion methods, and the latter method was 
more convenient and efficient. MTT and Transwell assays showed that CAFs significantly promoted the proliferation and 
invasion of the two gallbladder carcinoma cell lines. Conclusion CAFs can promote the proliferation and invasion of 
gallbladder carcinoma cells in vitro, suggesting the important role of CAFs in the development of gallbladder carcinoma. 
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肿瘤 的 发 生 ,发 展 依赖 于 肿瘤 细胞 与 肿瘤 微 环 境 间 
的 相互 作用 ,肿瘤 相关 成 纤维 细胞 (CAFs) 是 肿瘤 微 环 
境 中 的 主要 成 分 。 随 着 研究 的 深入 ,CAFs 已 被 证 实在 
肿瘤 进展 过 程 中 扮演 了 关键 性 的 角色 ,参与 了 肿瘤 生 
长 .血管 生成 .免疫 抑制 等 多 个 方面 >。 胆道 恶 性 肿瘤 
具有 间 质 纤维 化 的 特征 ,在 包括 胆管 癌 在 内 的 多 种 肿 
瘤 中 已 证 实 CAFs 与 患者 预后 直接 相关 所 。 在 胆囊 瘤 
中 CAFs 细 胞 是 否 同样 存在 ,并 在 胆 宫 肿瘤 发 生发 展 中 
起 相应 作用 尚 无 相关 报道 。 本 实验 通过 酶 消化 法 及 组 
织 块 法 探索 人 胆 吉 癌 相关 成 纤维 细胞 的 原 代 培养 方法 ， 
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进一步 研究 CAFs Xo HERE i EITA Bm TR 
THEIR ACE ,发展 中 的 作用 。 


1 材料 与 方法 
1.1 材料 与 试剂 

F12 培 养 基 、1640 培 养 基 、 新 生 胎 牛 血清 购 自 
Gibco, 开 型 胶原 酶 .四 甲 基 偶 氮 哗 盐 (MTT) 试 剂 、 
DMSO 购 自 Sigma, DNase 工 青 链 霉 素 洲 液 购 自 
Thermo, , 胰 酶 购 自 Invitrogen; 抗 a-SMA 鼠 抗 人 抗体 、 
Pi Vimentin HLA dit VEGFA 免 抗 人 .HRP 标 记 羊 搞 
免 第 二 抗体 .HRP 标 记 羊 抗 鼠 第 二 抗体 购 自 Abcam:; 
FITC 标 记 羊 抗 鼠 第 二 抗体 TRIFC 标 记 羊 抗 免 第 二 抗 
体 购 自 EarthOx。Transwell 小 室 购 自 LabServe; 基 质 胶 
购 自 BD。 
1.2 细胞 系 

JRE GBC-SD .SGC-996 细 胞 由 西安 交通 大 学 第 
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一 附属 医院 肝胆 外 科 实 验 室 提供 。 
1.3 组 织 标本 

于 术 中 收取 新 鲜 的 胆 圳 瘤 交 组织 标本 ,多 点 取材 ， 
每 块 组 织 1.0 cm 左右 ,取材 后 立即 置 于 100 U/mL 的 
PBS 溶 液 中 ,密封 离心 管 后 带 回 实验 室 。 
1.4 免疫 组 织 化 学 

组 织 块 与 原 代 培 养 为 同一 来 源 ,标本 以 4% 多 聚 甲 
醛 固 定 后 经 脱水 -透明 - 浸 蜡 后 制 成 蜡 块 标本 ,5 hm 连续 
切片 ,经 脱 蜡 - 脱 水 后 加 经 3% HO. St PA ULE ILA 
相应 一 抗 (稀释 比例 均 为 1:100) .二 抗 ,DAB 显 色 并 苏 
木 素 复 染 色 , 封 片 后 正 置 显微镜 下 拍照 。 
1.5 原 代 培 养 方法 
1.5.1 组 织 块 处 理 将 组 织 块 置 于 含 100 U/mL fy PBS 
中 浸泡 .冲洗 4 次 ,剔除 血块 ,脂肪 组 织 及 坏死 组 织 备用 。 
1.5.2 组 织 块 培养 法 将 处 理 后 的 组 织 块 置 于 F12 培 养 
基 中 , 剪 碎 至 2~3 mm 大 小 ,接种 于 预 铺 血 清 的 28 cm SF 
养生 中 ,组 织 块 间 距 0.5 cm, 置 于 37 % .5% CO; 的 培养 
箱 内 2 h, 使 组 织 块 贴 壁 牢固 后 加 入 含 20% 胎 牛 血清 的 
培养 基 培 养 ,每 3 d 换 液 , 待 细胞 自 组织 块 候 出 后 去 除 组 
织 块 。 
1.5.3 酶 消化 培养 法 将 处 理 后 的 组 织 块 置 于 含 20 pL/mL 
DNase 工 的 开 型 胶原 酶 (1 mg/mL) 中 ,前 碎 组 织 至 1 mm? 
大 小 , 置 于 37 % 温 箱 孵 育 4h ,终止 消化 后 以 70 hm 一 次 
性 得 网 过 滤 ,所 获 溶液 以 800 r/min 离心 5 min , 弃 去 上 
清 液 ,加 入 培养 基 重 基 , 再 次 离心 ,所 得 细胞 接种 于 培养 
瓶 中 , 置 于 37 C5% CO; 的 培养 箱 内 ,6~8 h 后 观察 到 
细胞 贴 壁 后 即 首次 换 液 ,之 后 每 3 d 换 液 1 次 。 
15.4 细胞 分 离 与 纯化 待 细 胞 铺 满 培养 瓶 后 ,进行 传 
代 , 应 用 胰 酶 消化 法 及 差 速 贴 壁 法 对 细胞 进行 纯化 , 传 
代 后 5~6h 观 察 到 细胞 贴 壁 即 进行 换 液 , 洗 去 未 贴 壁 细 
胞 ,7~9 d 可 传代 ,纯化 1 次 ,至 纯化 3 次 后 进行 免疫 细胞 
化 学 .免疫 菊 光 鉴定 。 
1.6 细胞 免疫 化 学 及 免疫 荧光 

接种 适量 CAFs ,培养 至 细胞 形态 完全 形成 时 以 4% 
多 聚 甲 醛 室温 固定 ,清洗 后 依次 加 入 3%o Triton X-100、 
3% H-O: 封 奢 血清 孵育 , 弃 去 封 财 血清 后 加 入 相应 一 抗 
(稀释 比例 均 为 1:100) 二 抗 ,DAB 显 色 后 以 苏 木 素 复 
染色 封 片 。 免 疫 欧 光 实 验 步骤 至 加 入 一 抗 与 细胞 免疫 
化 学 一 致 ,后 依次 加 荧光 二 抗 DAPI CIRA ,荧光 显 
微 镜 下 拍照 。 
1.7 MTT 检 测 细胞 增殖 

当 CAFs 密度 达到 80%~90% 时 , 弃 去 培养 基 ,PBS 


CM 重 悬 癌 细 胞 ,对照 组 以 含 $% 胎 牛 血清 的 1640 重 悬 
瘤 细 胞 , 按 5x103 孔 接种 至 96 孔 板 内 ,常规 培养 24.48、 
72 h 后 在 每 也 内 加 入 5 mg/mL MTT 50 hnL,37"C 继 续 培 
养 4h, 弃 去 孔 内 上 清 液 ,每 孔 加 入 375 uL DMSO, ,震荡 
10 min 后 于 490 nm 波长 测 各 自 的 吸光 度 值 (Aw)。 
1.8 Transwell 小 室 侵袭 实验 

设立 实验 组 (EG) 及 对 照 组 (CG), 取 对 数 生 长 期 的 
CAFs 细 胞 ,将 CAFs 稀释 为 2x10ymL 的 细胞 悬 液 , 按 
500 HL/ 孔 接种 于 24 孔 板 ,24 h 后 将 细胞 培养 上 清 换 为 
600 HL 无 血清 无 抗生素 的 F12 ,常规 培养 24h 后 加 入 终 
浓度 为 5% 的 胎 牛 血清 作为 EG 组 下 室 培养 基 , 对 照 组 下 
室 单纯 加 入 600 HL 含 5% 胎 牛 血清 的 F12 培 养 基 的 孔 作 
为 阴性 对 照 ; 预 先 于 Transwell 内 置 入 60 上 基质 胶 , 并 
于 上 室内 加 入 对 数 生 长 期 的 SGC-996.GBC-SD 细 胞 各 
5x104 孔 ,分别 将 小 室 置 入 已 加 入 相应 培养 基 之 下 室 
中 。SGC-996 细 胞 常规 培养 48 hp,GBC-SD 细 胞 常规 培 
养 72 h 后 取出 小 室 , 探 去 小 室内 基质 胶 及 细胞 , 置 人 
0.1% 结 晶 紫 中 染色 30 min, 显微镜 下 观察 穿 过 膜 的 细 
胞 , 按 上 .下 左右 .中 的 顺序 拍摄 5 个 视野 ,对 穿 过 膜 的 
细胞 计数 后 进行 统计 分 析 , 每 个 样本 设 3 个 复 孔 。 
1.9 统计 学 处 理 方法 

所 有 数据 统计 均 采 用 SPSS 13.0 统 计 软 件 进 行 分 
析 处 理 , 统 计 学 处 理 方法 均 为 方差 分 析 , 以 P<0.05 表 示 
存在 统计 学 差异 。 


2 结果 
2.1 免疫 组 化 

胆 蝇 癌 组 织 标本 中 Vimentin.a-SMA 强 阳性 表达 ， 
VEGFA 弱 阳 性 表达 ,证 实 胆 蛙 癌 组 织 中 存在 大 量 CAFs 
(图 1)。 
2.2 人 胆 绰 癌 CAFs 的 原 代 培 养 和 纯化 
2.2.1 原 代 细 胞 的 提取 组 织 块 法 与 酶 消化 法 均 可 获得 
细胞 ,组 织 块 法 6~7 d 可 见 细 胞 从 组 织 块 周围 游 出 (图 
2) ,后 向 四 周 呈 扩散 式 生 长 ,至 25 d 左 右 可 长 满 培养 
ML, BRACE 6~8 h 即 可 观察 到 细胞 贴 壁 ,36h 后 可 观 
察 到 细胞 分 裂 . 生 长 (图 3),7~9 d 后 即 可 长 满 瓶 底 。 初 
代 细 胞 中 以 成 纤维 细胞 为 主 , 旦 放射 或 尝 涡 状 ,同时 掺 
杂 少 量 肿瘤 细胞 。 
2.2.2 传代 与 纯化 首次 传代 后 7~9 d 即 可 观察 到 细胞 
再 次 长 满 瓶 底 ,80%~90% 为 洲 涡 状 ` 条 索 状 生长 的 成 纤 
维 细胞 , 摊 杂 少量 成 团 状 生长 的 的 肿瘤 细胞 ,传代 至 第 3 
代 时 成 纤维 细胞 已 达 近 100%, 在 形态 上 表现 呈 具 有 多 


洗 3 遍 ,加 入 无 血清 无 抗生素 的 F12 培 养 基 ,连续 培养 
48 h 后 收集 培养 基 ,3000 r/min 离心 10 min, KE EY 
液 并 制 成 含 $% 胎 牛 血 清 的 细胞 条 件 培养 基 (CM)。 收 
集 对 数 期 生长 的 GBC-SD 及 SGC-996 细 胞 ,分 别 设立 
实验 组 (EG) 及 对 照 组 (CG) ,每 组 6 个 复 孔 ,实验 组 以 


量 胞 突 的 梭 形 或 星 状 细胞 。 

2.3 CAFs 的 鉴定 

2.3.1 活 细 胞 观察 最 终 所 得 CAFs 细胞 来 源 于 1 例 胆 
时 腺 癌 卫 级 患者 ,以 酶 消化 法 提取 ,传代 至 第 3 代 时 , 细 
胞 纯度 较为 满意 。 从 形态 学 而 言 CAFs 呈 长 梭 形 或 星 
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Fig.1 Expression of CAFs in gallbladder carcinoma tissues (Original magnification: x 200). A, B, C: Immunocytochemistry for 


vimentin, a-SMA, and VEGFA, respectively; D: HE staining. 


图 2 组 织 块 法 培养 CAFs 接 种 6-7d 可 见 细胞 自 组 
织 块 游 出 

Fig.2 Tissue culture showing outgrowth of CAFs 
from the tissue block after 6-7 days (Original 
magnification: x40). 


\ 


图 3 酶 消化 法 培养 CAFs 消 化 接种 36 h 后 可 见 细 
胞 完整 形态 形成 ,多 数 呈 长 梭 形 

Fig.3 Enzyme digestion method for CAF isolation 
at 36 h (Original magnification: x100). 


形 , 具 有 较 多 胞 突 ,生长 密集 , 呈 条 束 状 He RT 
状 ,接触 抑制 及 密度 抑制 消失 (图 4)。 

2.3.2 免疫 细胞 化 学 及 免疫 荧光 培养 所 得 CAFs 中 
Vimentin.a-SMA 强 阳性 表达 ,VEGFA 弱 阳 性 表达 (图 
5) ,与 组 织 标本 染色 一 致 。 免 疫 奖 光 示 原 代 培养 所 得 细 
胞 中 成 纤维 细胞 标志 Vimentin 与 活化 标志 a-SMA 共 表 
达 ( 图 6), 证 实 所 得 细胞 即 为 胆 蝇 癌 CAFs。 


图 4 纯化 所 得 CAFs 细 胞 呈 长 梭 形 或 星 形 , 生长 密集 


Fig.4 Purification of the CAFs 
magnification: x100). 


(Original 


2.4 MTT 实 验 

培养 24.48 h 后 检测 光度 值 并 进行 比较 。 数 据 经 
方差 分 析 显 示 两 组 细胞 培养 24.48 h 后 EG 组 吸光 度 值 
均 高 于 CG 组 ,差异 具有 统计 学 意义 (P<0.05, 图 7)。 
2.5 Transwell 小 室 侵袭 实验 

SGC-996 细胞 培养 48 h, GBC-SD 细胞 培养 72 h 
后 ,400x 视 野 下 抽取 5 个 视野 细胞 计数 。 数 据 经 方差 分 
析 显 示 两 种 细胞 EG 组 侵袭 细胞 数 均 高 于 CG 组 ,差异 存 
在 统计 学 意义 (P<0.05, 图 8)。 


3 讨论 

与 正常 组 织 或 良性 肿瘤 中 的 成 纤维 细胞 相 比 ， 
CAFs 具 有 不 同 的 表 型 与 功能 ,与 肿瘤 的 增殖 .浸润 . 转 
移 密切 相关 ,直接 影响 患者 的 预后 。CAFs 作为 肿瘤 间 
质 中 表现 为 持续 性 活化 的 成 纤维 细胞 ,与 正常 组 织 或 良 
性 组 织 中 的 成 纤维 细胞 不 同 ,这 类 细胞 不 能 回复 成 为 普 
通 表 型 的 成 纤维 细胞 且 难 以 凋 亡 和。 尽管 随 着 报道 的 
增多 , 越 来 越 多 CAFs 的 标记 蛋白 被 发 现 ,但 迄今 尚未 发 
现 1 个 特异 性 的 标记 和 蛋白 ,其 诊断 基于 以 下 3 个 特征 : 
() 表 达成 纤维 细胞 的 标记 蛋白 如 Vimentin FSP1 及 
FAP; (2) 表 达 活 化 标记 蛋白 ao-SMA、PDGFR-o/B、 
MMP3 等 ;(3) 细 胞 因子 .生长 因子 如 VEGF TGF-B、 
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图 5 CAFs 的 免疫 细胞 化 学 结果 
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Fig.5 Immunocytochemistry of the CAFs for vimentin (A),a-SMA stain (B), and VEGFA (C) (Original magnification: x200). 


图 6 CAFs 的 免疫 荧光 结果 
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Fig.6 Immunofluorescence of the CAFs (Original magnification: x200). A: Vimentin staining; B: a-SMA staining; C: Merged 
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图 7 MTT 实 验 结果 
Fig.7 Results of MTT assay. *P<0.05 vs control group. 


HGF 等 表达 增多 ”。 在 胆管 癌 4、 乳 腺 癌 "、 胃 癌 中 等 肿 
瘤 中 已 在 体外 成 功 分 离 CAEFs, 但 目前 国内 外 均 未 有 胆 
ARE CAPs 的 相关 报道 。 本 实验 选取 Vimentino-SMA、 
VEGFA 对 胆 吉 癌 组 织 进行 标记 染色 WES FAA 
CAFs 的 存在 ,并 参照 国内 外 各 类 肿瘤 CAFs 及 皮肤 成 
纤维 细胞 \ 星 状 细胞 等 的 原 代 培 养 方 法 中, 成功 地 在 体 
外 分 离 培养 了 胆 吉 癌 CAFs。 

对 于 两 种 原 代 培养 的 方法 ,我 们 认为 酶 消化 法 更 为 
高 效 .利于 反复 重复 试验 。 随 后 对 所 获 原 代 细胞 进行 


Vimentin ao-SMA , VEGFA 染色 鉴定 ,免疫 细胞 化 学 显 
示 Vimentin ou-SMA VEGFA 均 阳性 表达 ,免疫 获 光 显 
示 成 纤维 细胞 标志 Vimentin 与 活化 标志 蛋白 ao-SMA 共 
表达 于 原 代 细 胞 中 ,结合 组 织 切片 免疫 组 化 结果 证 实 原 
代 培 养 所 得 细胞 即 为 胆囊 癌 CAFs。 

作为 肿瘤 间 质 的 主要 成 分 ,CAFs 不 仅 参与 了 细胞 
外 基质 的 合成 和 重建 ,同时 通过 多 种 途径 参与 肿瘤 发 生 
与 进展 。 旁 分 泌 为 CAFs 作 用 于 肿瘤 细胞 的 主要 方式 
之 一 ,CAFs 可 分 洲 多 种 细胞 如 HGF、PDGF、TGF、EGF 
等 促进 肿瘤 细胞 生长 及 促进 肿瘤 血管 生成 , 除 此 之 外 最 
新 的 研究 展示 了 CAFs 在 肿瘤 的 新 陈 代谢 .肿瘤 引起 
的 炎症 肿瘤 转移 ,人 免疫 耐 受 及 耐 药 性 等 多 个 方面 扮演 
了 重要 的 角色 ,CAFs 可 促进 肿瘤 细胞 发 生 上 皮 间 质 转 
化 2 ,并 参与 了 肿瘤 微 环境 中 低 氧 环境 的 构建 与 调节 ”， 
通过 以 上 多 方面 的 作用 ,CAEFs 与 肿瘤 的 不 良 预后 相 
关 。 在 进一步 的 实验 中 ,我 们 选取 了 SGC-996 及 
GBC-SD 两 株 细 胞 系 研 究 CAFs 对 胆 宫 癌 细 胞 的 作用 ， 
MTT 实 验 显示 EG 组 胆 圳 癌 细 胞 在 24、48 h 两 个 时 间 点 
其 吸光 度 值 均 明 显 高 于 CG 组 癌 细 胞 ,提示 CAFs 条 件 
培养 基 增 强 了 胆 吉 瘤 细 胞 的 增殖 能 力 ; 侵 袭 实验 中 EG 
组 穿 膜 癌 细胞 数量 明显 高 于 CG 组 ,证实 CAFs 条 件 培 
养 基 同 样 可 增强 胆 早 癌 细 胞 的 侵袭 能 力 。 

在 乳腺 癌 、 和 胰腺 癌 、 胆 管 癌 等 的 研究 中 已 发 现 
CAFs 能 促进 肿瘤 细胞 的 增殖 , 侵 秦 与 转移 “”*。CAFs 
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Fig.8 Results of Transwell chamber assay (Original magnification: x 100). *P<0.05 vs 


control group. 


对 肿瘤 细胞 的 作用 主要 通过 细胞 因子 来 实现 ,包括 
TGF-B、 肝 细胞 生长 因子 .胰岛 素 样 生长 因子 .基质 金属 
蛋白酶 以 及 表皮 生长 因子 ,在 促进 肿瘤 生长 .迁移 和 侵 
袭 的 恶性 转化 过 程 中 发 挥 着 重要 作用 ,Yu 等 证实 
CAPs 可 通过 分 记 TGF-B 促 进 乳 腺 瘤 细 胞 发 生 EMT， 
Claperon 等 的 研究 表明 CAFs 通 过 分 泌 HB-EGF 促 进 
胆管 癌 细 胞 增殖 能 力 及 血管 生成 ,Song 等 人 的 研究 表 
明 在 肝癌 微 环境 中 CAFs 可 通过 SDF-1 阻止 癌 细 胞 将 
亡 ,CAFs 对 癌 细 胞 的 作用 可 能 涉及 Akt*” .hedgehog™、 
PKC “等 信号 通路 ,然而 由 于 各 通路 间 复 杂 的 
Crosstalk, 更 深入 的 作用 机 制 仍 需 要 进一步 研究 。 
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